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1. RESUMEN
El P-450, pieza clave en el metabolismo de xenobióticos, es uno de
los principales responsables de la elevada variabilidad individual ob-
servada en los parámetros farmacocinéticos de los fármacos. Los pila-
res en los que se basa el desarrollo de nuevos fármacos son la evalua-
ción de la actividad farmacológica, los posibles efectos tóxicos y el
metabolismo de las moléculas candidatas. Las notables diferencias me-
tabólicas existentes entre diferentes especies dificultan la extrapolación
al hombre de los resultados obtenidos durante la experimentación con
animales, por lo que se hace necesario el desarrollo de ensayos alter-
nativos que posibiliten un estudio directo del metabolismo de fármacos
en el hombre. Con este fin se han desarrollado modelos in vitro de ori-
gen humano entre los cuales los microsomas hepáticos, los hepatocitos
primarios en cultivo y las líneas celulares constituyen las mejores al-
ternativas. La caracterización metabólica de estos modelos requiere la
utilización de ensayos para la evaluación de la función y la expresión
del P-450 basados en la medida de actividades enzimáticas, cuantifica-
ción de proteínas y técnicas de biología molecular. En la actualidad se
dispone de una amplia información sobre substratos e inhibidores se-
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lectivos que permiten determinar de forma precisa la capacidad funcio-
nal de formas individuales del P-450 y, en combinación con los mode-
los in vitro más adecuados para cada caso, constituyen herramientas de
gran utilidad para los estudios de metabolización de fármacos. El uso
creciente por parte de la industria farmacéutica de los ensayos in vitro
acelera considerablemente el proceso de identificación y descarte de los
candidatos menos apropiados y posibilita la evaluación de un número
mayor de moléculas. La estabilidad metabólica del fármaco, su perfil
metabólico, los enzimas implicados, especialmente si se trata de formas
polimórficas, y las posibles interacciones metabólicas son las principa-
les áreas de interés.
2. INTRODUCCIÓN
El P-450 es el principal responsable del metabolismo oxidativo de
los fármacos. Su expresión está regulada por factores genéticos (algu-
nos presentan formas polimórficas), fisiopatológicos (regulación hor-
monal, enfermedades) o ambientales (factores nutricionales, inducción,
inhibición) que condicionan que los niveles hepáticos de los enzimas
P-450 varíen extraordinariamente entre diferentes individuos (1). Esta
variabilidad explica las notables diferencias que en ocasiones se ob-
servan en el metabolismo de fármacos y, en última instancia, justifica
la aparición de alteraciones en la respuesta farmacológica o de dife-
rencias individuales en la susceptibilidad a la acción de tóxicos o car-
cinógenos (2,3).
La respuesta farmacológica a un agente terapéutico es el resultado
de su interacción con la célula diana y la subsiguiente transducción de
la señal. Los procesos de absorción, distribución, metabolismo y excre-
ción a los que se ve sometido el fármaco regulan su concentración en el
lugar de acción y, por tanto, juegan un papel determinante en su efica-
cia farmacológica. Un fármaco con una farmacocinética inapropiada pue-
de originar una respuesta inadecuada o muy variable que comprometa
su uso terapéutico (4). Por otro lado, un fármaco además de eficaz debe
ser seguro. Durante el desarrollo de un nuevo medicamento las molécu-
las candidatas se seleccionan no sólo en función de su actividad farma-
cológica, sin también de su riesgo tóxico. La toxicidad del compuesto
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dependerá de su capacidad de agresión a estructuras o procesos celula-
res y de los niveles intracelulares que se alcancen. De nuevo la farma-
cocinética del compuesto resulta clave en su efecto tóxico (5). La mo-
lécula finalmente seleccionada será aquella con un mejor balance entre
el beneficio terapéutico y los posibles efectos adversos de su posterior
uso clínico.
El metabolismo hepático de los fármacos tiene una notable influen-
cia sobre su aclaramiento plasmático y es la causa más frecuente de la
variabilidad individual que se observa en los parámetros farmacocinéti-
cos (5,6). Es por tanto uno de los factores con más peso en su biodispo-
nibilidad, su efecto farmacológico y su toxicidad. Es también una de las
causas más frecuentes de incompatibilidad o de aparición de interaccio-
nes entre fármacos (7). El desarrollo de un nuevo fármaco es un proceso
largo y costoso en el que se investiga si la molécula reúne los requisitos
de eficacia terapéutica y seguridad exigidos por las autoridades sanitarias
para su comercialización y administración al ser humano. Dada su tras-
cendencia clínica, hoy en día las etapas iniciales del desarrollo de nue-
vos fármacos también incluyen una caracterización metabólica del com-
puesto (8). Si bien la respuesta farmacológica a un compuesto es, en gran
medida, similar en el hombre y en los animales de experimentación, no
ocurre así con su metabolismo, por lo que en ocasiones la extrapolación
entre especies no es posible o presenta grandes dificultades (9).
El objetivo final es adquirir un conocimiento profundo del metabo-
lismo de los fármacos en el hombre que permita mejorar su diseño y au-
mentar su seguridad. Dado que el P-450 es el elemento clave en el me-
tabolismo de fármacos, los avances metodológicos que han permitido
ampliar los conocimientos bioquímicos sobre este sistema enzimático han
posibilitado de forma paralela el desarrollo de mejores estrategias para el
estudio del metabolismo de fármacos. En el presente capítulo se recogen
los principios metodológicos en los que se basa el estudio del P-450, con
una atención particular a la experimentación in vitro. Los ensayos in vi-
tro ofrecen al investigador la posibilidad de examinar de forma controla-
da y de reproducir en un modelo simplificado las situaciones que tendrán
lugar en el organismo humano. Hoy por hoy constituyen la única herra-
mienta disponible para predecir el metabolismo de nuevas moléculas du-
rante las fases preclínicas de su desarrollo (8).
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3. MODELOS EXPERIMENTALES PARA EL ESTUDIO
DEL P-450
Desde el descubrimiento del P-450 el interés de la comunidad cien-
tífica por ampliar los conocimientos sobre esta superfamilia de proteínas
ha sido una constante. La identificación de sus múltiples isoenzimas, el
estudio de sus características catalíticas, su papel en el metabolismo de
fármacos, tóxicos y compuestos endógenos, la regulación de su expresión
tanto constitutiva como inducida, o su inhibición por diferentes agentes
son probablemente los aspectos que han concentrado un mayor esfuerzo.
El elevado grado de conocimiento sobre el P-450 alcanzado en la actua-
lidad se ha adquirido fundamentalmente en la última década. A ello han
contribuido, por un lado el desarrollo y aplicación de las técnicas de bio-
logía molecular y por otro lado, el interés despertado en la industria far-
macéutica. Desde el momento en que el sector farmacéutico se conven-
ció del papel clave del P-450 sobre el metabolismo de los fármacos y,
como consecuencia de ello, su influencia sobre los niveles plasmáticos y
sus repercusiones sobre la respuesta terapéutica, los efectos tóxicos y las
posibles interacciones con otros fármacos, su apoyo a las investigaciones
realizadas en este campo ha ido creciendo.
Una pieza clave en estos estudios es, sin lugar a dudas, la adecuada
elección del modelo biológico. Tal y como ocurre en otros campos de la
ciencia, los primeros conocimientos se obtuvieron a partir de investiga-
ciones realizadas en animales de experimentación. Pronto surgieron evi-
dencias de la existencia de notables diferencias cuantitativas y cualitati-
vas en el metabolismo de fármaco en el hombre y en otras especies. Estas
diferencias son debidas a que cada especie presenta su propio patrón de
enzimas de biotransformación (10). En el caso del P-450, no sólo la dis-
tribución de isoenzimas es diferente, sino que, además, existen P-450s
que son propios de una especie en particular, e incluso formas homólo-
gas pertenecientes a diferentes especies que presentan distinta actividad
catalítica (11,12). De hecho las diferencias metabólicas entre el ser hu-
mano y la especie animal escogida para realizar los ensayos preclínicos
son algunas de las causas más frecuentes del fracaso de nuevos fármacos
(9). Habida cuenta de estas diferencias interespecies, y dado que el obje-
tivo básico es el diseño de agentes terapéuticos seguros para su aplica-
ción clínica, los estudios de metabolismo de fármacos deberían realizar-
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se en la especie humana. Por razones obvias no es posible realizarlos con
seres humanos, por lo que la disponibilidad de un modelo experimental
alternativo resulta esencial.
En principio, los modelos hepáticos son los mejores candidatos al ser
el hígado el órgano con mayor expresión de enzimas P-450 y, por tanto,
con mayor capacidad biotransformadora. Un amplio abanico de modelos
in vitro de origen hepático con distinto grado de complejidad que inclu-
yen tanto sistemas subcelulares (enzimas purificados, fracciones celula-
res, homogenizados crudos), como celulares (hepatocitos en suspensión
o cultivo primario, hepatomas, células transformadas) o tisulares (slices,
lóbulo o hígado perfundido) ha sido desarrollados y utilizados. Cada uno
de estos modelos presenta ventajas y desventajas frente a los demás y la
mayor o menor frecuencia de aplicación depende de la relevancia de la
información que proporcionan y de las limitaciones en su uso (disponi-
bilidad del modelo, complejidad del sistema, requerimientos experimen-
tales) (13,14). Entre ellos, los microsomas de hígado, los hepatocitos en
cultivo y las líneas celulares son los más utilizados (Figura 1).
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FIGURA 1. Características de los principales modelos experimentales utilizados en el
estudio del citocromo P450 y el metabolismo de xenobióticos
3.1. Microsomas hepáticos
Uno de los modelos más ampliamente utilizados son los microsomas
hepáticos. Se trata de un sistema subcelular obtenido mediante la centrifu-
gación (100.000 x g) de homogenados de hígado, lo que permite una puri-
ficación parcial de las membranas del retículo endoplásmico liso a las que
se encuentran unidos el P-450 y otros enzimas (11). Entre sus ventajas se
incluyen: 1) la facilidad de preparación (básicamente sólo se requiere dis-
poner de una ultracentrífuga); 2) su elevada accesibilidad (si no se dispone
de tejido hepático para su obtención se pueden adquirir preparados a través
de diferentes fuentes comerciales); 3) su estabilidad (pueden conservarse a
–80ºC durante al menos dos años sin pérdidas significativas de actividad);
4) la sencillez en su manejo (no se requieren equipamientos adicionales); y
5) su elevada actividad biotransformadora (todos los P-450s hepáticos de
metabolización de xenobióticos y algunos enzimas de conjugación están pre-
sentes). Todas estas características convierten a este modelo biológico en el
más popular para estudios de metabolismo (11,14).
La utilización de microsomas preparados a partir de un pool de hí-
gados permite obtener una visión general del metabolismo del fármaco
independientemente de factores individuales (edad, sexo, raza, factores
dietéticos, ambientales, patológicos, hormonales, etc.) que pudieran in-
fluir en la capacidad metabólica. Del mismo modo, la opción de dispo-
ner de varios lotes de microsomas perfectamente caracterizados y obte-
nidos cada uno de ellos a partir de un único hígado, permite el estudio
de la influencia de ciertos factores de especial interés (p.e. polimorfismos
genéticos). Las posibilidades que ofrece este modelo in vitro se han vis-
to aumentadas considerablemente al extenderse el uso de los microsomas
obtenidos a partir de células manipuladas para la expresión de un único
P-450 (p.e. Supersomes®, 15). La principal limitación de los microsomas
es que únicamente contienen enzimas unidos a membrana (fundamental-
mente P-450) y no otras actividades de metabolización de fármacos (p.e.
enzimas citosólicos de conjugación). Por tanto, este modelo experimen-
tal sólo puede ofrecer una reproducción parcial del metabolismo de fár-
macos que tiene lugar en el hígado. Además, al tratarse de un modelo
subcelular, no permite realizar estudios que requieran el concurso coor-
dinado de diferentes elementos o compartimentos celulares (p.e. induc-
ción, transporte intracelular).
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3.2. Hepatocitos primarios
Las limitaciones derivadas del uso de fracciones subcelulares se sub-
sanan mediante los modelos experimentales constituidos por células en-
teras. Los hepatocitos, las células del parénquima hepático que realizan
la mayor parte de las funciones diferenciadas propias del hígado, y entre
ellas la biotransformación de xenobióticos, son las células de elección.
Se obtienen mediante perfusión con colagenasa de muestras de tejido he-
pático (biopsias quirúrgicas, hepatectomías, tejido descartado para trans-
plante) (16). Tras el aislamiento, la suspensión de hepatocitos obtenida
puede incubarse directamente con los fármacos cuyo metabolismo se de-
sea estudiar. No obstante, las células sólo permanecen viables durante un
corto periodo de tiempo, por lo que las incubaciones no pueden prolon-
garse más de unos 90 minutos, lo que limita considerablemente las posi-
bilidades de uso de este sistema celular.
La viabilidad se alarga de forma notable cuando los hepatocitos se
adhieren a un soporte de cultivo adecuado y se incuban en un medio que
incluya todos los nutrientes y factores necesarios para su supervivencia
(13,16). Los hepatocitos en cultivo disponen de tiempo suficiente para re-
parar las posibles lesiones sufridas durante su aislamiento. Durante las
primeras horas de cultivo se observa una disminución gradual de los ni-
veles y de la actividad de los enzimas P-450s, probablemente como con-
secuencia de la adaptación de las células a su nuevo entorno (17,18), pero
posteriormente adquieren cierta estabilidad funcional durante varios días,
e incluso semanas dependiendo de las condiciones de cultivo (13,19,20).
La incubación de los hepatocitos en presencia del fármaco puede pro-
longarse durante varias horas e incluso días, lo que permite analizar com-
puestos que se metabolizan muy lentamente o realizar estudios de induc-
ción. Esta posibilidad contrasta con las incubaciones con microsomas que
por razones de estabilidad se limitan a una hora como máximo.
Al tratarse de células intactas, la integridad de las membranas se con-
serva, todos los sistemas enzimáticos están integrados y trabajan coordi-
nadamente y los niveles fisiológicos de los cofactores y de coenzimas ne-
cesarios están garantizados. Además, se conservan los mecanismos de
expresión génica y síntesis de proteínas lo que permite realizar estudios
de regulación y de inducción. Por todo ello, el cultivo primario de hepa-
tocitos se considera el modelo in vitro más aproximado al hígado (21,22).
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Sin embargo no está exento de limitaciones. Los hepatocitos no prolife-
ran en cultivo, por lo que cada experimento implica el aislamiento de una
nueva preparación celular a partir de hígado fresco. Si consideramos ade-
más que la accesibilidad a tejido hepático de origen humano con fines ex-
perimentales es escasa, irregular e impredecible y está restringida por di-
versas consideraciones de tipo ético y legal, se comprende fácilmente que
la principal limitación de este modelo es su reducida disponibilidad. Una
posible alternativa para aliviar esta situación y extender el uso de hepato-
citos humanos en cultivo primario es la crioconservación de las células
una vez aisladas. El objetivo es rentabilizar al máximo la disponibilidad
de muestras de hígado humano, al no ser necesario llevar a cabo los ex-
perimentos de forma inmediata al aislamiento celular, y posibilitando ade-
más su uso por parte de laboratorios diferentes a aquellos donde se reali-
za el proceso de aislamiento. Se han propuesto diferentes protocolos de
crioconservación que, no obstante, aún deben ser convenientemente opti-
mizados (22-24).
3.3. Líneas celulares
El uso de líneas celulares de origen hepático se ha propuesto como
una alternativa al cultivo primario. Estas líneas celulares, fundamental-
mente obtenidas a partir de hepatomas, tienen capacidad de proliferación
en cultivo, mantienen un fenotipo estable y pueden sufrir procesos de con-
gelación y descongelación sin pérdida de viabilidad o funcionalidad. Se
trata por tanto de un modelo experimental de uso ilimitado, disponible en
cualquier momento y fácil de conseguir. Desafortunadamente, todas las
células de estas características descritas hasta el momento presentan una
capacidad metabólica muy limitada en comparación con la de los hepa-
tocitos. Expresan niveles aceptables de actividad NADPDH-citocromo P-
450 reductasa y de algunos enzimas de conjugación, pero su capacidad
oxidativa se ve restringida a la del CYP1A1, ya que la actividad del res-
to de enzimas P-450 es prácticamente indetectable (12,18,25). Por tanto,
su uso en estudios de biotransformación presenta serias limitaciones y no
constituye una buena alternativa al cultivo primario.
En vista de las notables limitaciones que presentan las líneas celulares
derivadas de tejido hepático, en los últimos años se está invirtiendo un gran
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esfuerzo es el desarrollo de modelos celulares que constituyan una seria al-
ternativa a los hepatocitos primarios. Con este fin se han explorado dife-
rentes aproximaciones experimentales en las que las técnicas de manipula-
ción genética han jugado un papel crucial. Una de las opciones abordadas
es la inmortalización de hepatocitos mediante su transfección con el antí-
geno SV40 LT o con ciertos oncogenes, o mediante la generación de líne-
as celulares a partir de animales transgénicos que expresan genes virales o
factores de crecimiento (26-28). Por el momento ninguno de estos proce-
dimientos de inmortalización ha proporcionado resultados satisfactorios al
obtenerse células con baja expresión de enzimas de biotransformación y
con cierta inestabilidad fenotípica. Otras alternativas basadas en técnicas de
manipulación genética han permitido obtener células que expresan de for-
ma constitutiva, permanente y estable un único isoenzima P-450. Para ello,
líneas celulares de diferentes orígenes (hepáticas o no, humanas o de otras
especies) son transfectadas mediante vectores adecuados con el cDNA que
codifica el P-450 de interés (29-33) Este procedimiento permite generar lí-
neas celulares individualizadas para cada P-450 muy útiles para identificar
los enzimas responsables del metabolismo de un fármaco. La principal li-
mitación de estas líneas celulares es que la manipulación conduce a la ex-
presión, con frecuencia excesiva, de un enzima en particular, al tiempo que
no se expresan niveles detectables del resto de P-450s (34). El objetivo fi-
nal es lograr células que reproduzcan con gran aproximación el patrón de
P-450s propios del hígado humano. Para ello los esfuerzos futuros en este
sentido se encaminan hacia el desarrollo de modelos manipulados genéti-
camente que permitan la coexpresión controlada de varios isoenzimas.
4. HERRAMIENTAS PARA EL ESTUDIO DE LA FUNCIÓN 
Y LA EXPRESIÓN DEL P-450
En paralelo al desarrollo de modelos biológicos para el estudio del
P-450, el grado de conocimiento sobre este sistema enzimático ha ido cre-
ciendo de forma incansable alcanzando un ritmo vertiginoso en los últi-
mos años. Desde un primer momento la comunidad científica se sintió
fascinada por estos enzimas de características excepcionales. La amplia
versatilidad de los P-450s, capaces de metabolizar innumerables substra-
tos y de catalizar una amplia variedad de transformaciones diferentes, los
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convierte en proteínas singulares no comparables con ningún otro enzi-
ma. Es por ello que el estudio de su actividad se ha centrado no sólo en
el esclarecimiento del ciclo catalítico o de los mecanismos de regulación
de la actividad, sino también en conocer las claves de su variabilidad. El
impulso definitivo ha sido proporcionado por las técnicas moleculares
cuyo desarrollo y aplicación han sido determinantes para la adquisición
de nueva información relacionada con la estructura, diversidad, origen,
expresión, regulación o inducción de los P-450s.
4.1. Medida espectrofotómetrica del P-450
Todos los P-450 son hemoproteínas que presentan una absorbancia a
450 nm cuando en estado reducido se unen al monóxido de carbono. Este
máximo de absorbancia se conoce como pico de Soret y no aparece en
la forma oxidada del P-450. Se debe a la formación de un complejo en-
tre el átomo de hierro del grupo hemo del enzima y el monóxido de car-
bono (unión Fe2+-CO). El grupo tiol de un residuo de cisteina ligado al
átomo de hierro es el responsable de este pico de Soret en los P-450. En
el resto de hemoproteínas, en las que la histidina y no la cisteína actúa
como ligando, el máximo de absorbancia aparece a 420 nm. Esta pro-
piedad de los P-450s es utilizada para su cuantificación espectrofotomé-
trica según un método descrito por Omura y Sato en 1964 (35). Consis-
te en el tratamiento reductor del enzima con ditionita para la conversión
del hierro del estado férrico al ferroso y el gaseo posterior con monóxi-
do de carbono. La formación del complejo es inmediata y es indepen-
diente del isoenzima(s) del P-450 presente en la muestra. Se trata de un
método sencillo de estimar el contenido total de P-450 en las muestras
biológicas, el cual se puede utilizar para referir los valores de actividad.
4.2. Substratos
Los P-450s que participan en el metabolismo de substratos endóge-
nos presentan una alta especificidad de substrato y, en general, catalizan
una sola reacción. Por el contrario, los P-450 de metabolización de xe-
nobióticos (pertenecientes a las familias 1 a 3), son capaces de metabo-
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lizar un gran número de substratos con estructuras moleculares diferen-
tes. Cada isoenzima presenta su propia especificidad de substrato. El aná-
lisis de la estructura química y de las propiedades fisicoquímicas de los
compuestos metabolizados por cada enzima P-450 ha permitido estable-
cer ciertas reglas al respecto (Tabla 1, 36,37).
A pesar de que cada P-450 presenta su propia especificidad de subs-
trato, un xenobiótico puede ser substrato de diferentes isoenzimas del P-
450, que lo pueden convertir en el mismo metabolito en todos los casos
o en metabolitos diferentes. Este solapamiento funcional permite que en
el supuesto de que el P-450 que cataliza una reacción en particular esté
inhibido o inactivado, otros isoenzimas puedan substituirle. Se trata in-
dudablemente de un sistema de seguridad para garantizar la neutraliza-
ción y eliminación de todo xenobiótico que acceda al organismo. En de-
finitiva, los xenobióticos tienden a ser biotransformados por varios P-450s
y son pocos los metabolizados por un único enzima.
En los últimos años se ha profundizado en la búsqueda de moléculas que
sean metabolizadas exclusivamente por un P-450. El objetivo es disponer de
una serie de substratos cuya oxidación se pueda identificar con la actividad
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TABLA 1
Características generales de los substratos selectivos
de los principales P-450s
Isoenzima Características químicas
CYP1A2 • Moléculas planas neutras o básicas y lipofílicas
• Al menos un sitio dador de átomos de hidrógeno
CYP2C9 • Moléculas neutras o ácidas y anfipáticas o lipofílicas
• Un sitio de oxidación situado a 5-8 Å de un heteroátomo dador
de un enlace de hidrógeno
CYP2D6 • Arilaminas (básicas) y moléculas lipofílicas (forma neutra)
• Un lugar de oxidación cercano a un nitrógeno protonado
CYP2E1 • Moléculas pequeñas (<200 D) lipofílicas lineales o cíclicas
CYP3A4 • Moléculas neutras o básicas y lipofílicas
• Un sitio de oxidación de nitrógeno (N-desalquilación) o
posiciones alélicas
de un P-450 en particular. En relación con el P-450 nunca se puede hablar
de especificidad de forma absoluta. El término selectividad es probablemen-
te más apropiado. Partiendo de estas premisas, se dispone en la actualidad de
substratos y reacciones que podemos utilizar como herramientas de medida
de la actividad de los principales P-450s hepáticos responsables del metabo-
lismo de fármacos en el hombre (Tabla 2). Se trata de una información muy
útil que, como se verá más adelante permite, por ejemplo, reconocer el efec-
to inhibidor de un fármaco sobre la actividad de ciertos P-450s.
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TABLA 2
Substratos selectivos para la determinación in vitro de la actividad
de isoenzimas P-45012,34,38,39
CYP Substrato Reacción Técnica
1A2 7-Metoxiresorufina O-Desmetilación Fluorimetría
Cafeína N-Desmetilación HPLC
Fenacetina O-Desetilación HPLC
2A6 Cumarina 7-Hidroxilación Fluorimetría
2B6 Bupropion Hidroxilación HPLC
2C8 Paclitaxel (Taxol) 6a-Hidroxylación HPLC
2C9 Tolbutamida Metil-hidroxilación HPLC
Fenitoína 4’-Hidroxilación HPLC
Diclofenac 4’-Hidroxilación HPLC
S-Warfarin 7-hHdroxilación HPLC
Naproxeno O-Desmetilación HPLC
2C19 S-Mefenitoína 4’-Hidroxilación HPLC
2D6 Debrisoquina 4-Hidroxilación HPLC
Bufuralol 1-Hidroxilación HPLC
Dextrometorfano O-Desmetilación HPLC
Desipramina 2-Hidroxilación HPLC
Nortriptilina E 10-Hidroxilación HPLC
2E1 Clorzoxazona 6-Hidroxilación HPLC
4-Nitrofenol 3-Hidroxilación Espectrofotometría
N-Nitrosodimetilamina N-Desmetilación Espectrofotometría
Anilina 4-Hidroxilación Espectrofotometría
3A4 Nifedipina Oxidación HPLC
Eritromicina N-Demethylation Espectrofotometría
Testosterona 6b-Hidroxilación HPLC
Midazolam 1-Hidroxilación HPLC
Triazolam 1-Hidroxilación HPLC
En determinadas situaciones en las que no es esencial el uso de subs-
tratos específicos se puede optar por otras alternativas que aporten ventajas
de tipo técnico. Tal es el caso de los substratos cuya oxidación se puede
cuantificar por medida de la fluorescencia emitida por el metabolito. Se tra-
ta de ensayos muy rápidos, sencillos y sensibles (Tabla 3). Por regla gene-
ral estos substratos son metabolizados por más de un enzima y no son ade-
cuados para ensayos en los que participa más de un P-450 (p. e. microsomas
hepáticos, hepatocitos). Sin embargo, resultan de gran utilidad en los estu-
dios con los modelos experimentales que contienen un único P-450.
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TABLA 3
Substratos para la medida de actividades P-450 mediante técnicas
de fluorescencia40-45
CYP Substrato Metabolito
1A2 CEC CHC
BFC HFC
7-Etoxiresorufina Resorufina
7-Metoxiresorufina Resorufina
2A6 Cumarina 7-Hidroxicumarina
2B6 EFC HFC
Benzoxiresorufina Resorufina
2C8 Dibencilfluoresceína Fluoresceína
2C9 Dibencilfluoresceína Fluoresceína
MFC HFC
2C19 Dibencilfluoresceína Fluoresceína
3-O-Metilfluoresceína Fluoresceína
CEC CHC
2D6 AMMC AHMC
MAMC HAMC
CEC CHC
CYP2E1 MFC HFC
7-Etoxicumarina 7-Hidroxicumarina
CYP3A4 7-Benciloxiquinolina Quinolinol
BFC HFC
DFB DHB
Benzoxiresorufina Resorufina
Dibencilfluoresceína Fluoresceína
CEC: 3-Ciano-7-etoxicumarina; CHC: 3-Ciano-7-hidroxicumarina; BFC: 7-benciloxi-4-trifluorometilcuma-
rina; HFC: 7-hidroxi-4-trifluorometilcumarina; EFC: 7-Etoxi-4-trifluorometilcumarina; MFC: 7-metoxi-4-tri-
fluorometilcumarina; AMMC: 3-(2-(N,N-dietil-N-metilamino)etil(-7-metoxi-4-metilcumarin; AHMC: 3-(2-
(N,N-dietil-N-metilamino)etil(-7-hidroxi-4-metilcumarin; MAMC: 7-metoxi-4-(aminometil)-cumarina;
HAMC: 7-hidroxi-4-(aminometil)-cumarina DFB: (3,4-difluorobenziloxi)-5,5-dimetil-4-(4-metilsufonilfe-
nil)-(5H)-furan-2-ona; DHB: 3-hidroxi-5,5-dimetil-4-(4-metilsufonilfenil)-(5H)-furan-2-ona.
La expresión hepática de los diferentes P-450 está sujeta a múltiples fac-
tores genéticos y ambientales que conducen a notables diferencias en el pa-
trón enzimático de diferentes individuos y, por consiguiente, a una capacidad
metabólica individualizada. La existencia de formas polimórficas de algunos
P-450s y los fenómenos de inducción o inhibición por xenobióticos son los
principales responsables, pero no los únicos, de esta variabilidad funcional.
Como consecuencias inmediatas de la misma pueden aparecer respuestas far-
macológicas no esperadas o efectos tóxicos. Un metabolismo anormalmente
rápido o lento del fármaco puede resultar en ineficacia terapéutica o una res-
puesta exagerada. La aparición de metabolitos no habituales puede producir
reacciones adversas, interacciones medicamentosas o efectos tóxicos no co-
nocidos. Esta biotransformación anormal puede tener lugar en sujetos en los
que el P-450 responsable del metabolismo del fármaco se expresa como una
forma polimórfica no funcional o está inhibido, por lo que el compuesto su-
fre una oxidación alternativa por un isoenzima diferente.
La disponibilidad de compuestos que puedan ser administrados a un in-
dividuo y cuyo metabolismo pueda ser utilizado como parámetro indicador
de la actividad de un único P-450 resulta una herramienta de gran valor para
“fenotipar metabólicamente” al sujeto o detectar posibles situaciones de in-
hibición enzimática o de inducción (46). Para que un substrato pueda ser
utilizado con este propósito, además de ser específico debe cumplir otros re-
quisitos que permitan su administración a seres humanos. La molécula ide-
al ha de ser segura (sin efectos tóxicos colaterales), de fácil adquisición, con
una farmacocinética dependiente de su metabolismo hepático, que no se una
a proteínas y cuyo metabolito sea fácilmente cuantificable en fluidos bioló-
gicos (47). Por razones de seguridad la mayor parte de los compuestos pro-
puestos son fármacos y también se incluyen algunos metabolitos formados
durante la oxidación de compuestos endógenos (Tabla 4).
Los denominados substratos multienzimáticos son aquellos sobre los
que actúan más de un P-450 catalizando cada uno de ellos una reacción
diferente. Estos compuestos resultan muy útiles para la cuantificación si-
multánea de la actividad de varios P-450s, ya que cada metabolito for-
mado se identifica de forma específica con la actividad de un isoenzima.
La testosterona, progesterona y warfarina son hidroxilados de forma es-
tereo- y regio-selectiva por diferentes P-450s, constituyendo buenos ejem-
plos de substratos multienzimáticos (48-50).
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Otra estrategia para valorar de forma global la capacidad funcional
de diferentes P-450s in vivo e in vitro es la combinación de varios subs-
tratos, cada uno de ellos específico para un P-450 particular (12,51-55).
Este “cóctel de substratos” permite analizar simultáneamente la actividad
de varios P-450s con el consiguiente ahorro de tiempo, volumen de mues-
tras y molestias al paciente, en el supuesto de que se trate de un ensayo
in vivo. La principal dificultad de estos ensayos es de tipo analítico, al
requerirse técnicas de identificación muy sensibles y específicas.
4.3. Ensayos de actividad
Los P-450s son proteínas de membrana que catalizan fundamental-
mente reacciones de oxidación, pero también de reducción e hidrólisis.
La oxidación del substrato puede tener lugar a través de diferentes reac-
ciones entre las que se incluyen hidroxilaciones aromáticas o alifáticas,
O-, N- y S-desalquilaciones, desaminaciones, N- y S-oxidaciones o epo-
xidaciones. Se trata de reacciones de monooxigenación en las que un áto-
mo del oxígeno molecular es incorporado en la molécula del substrato y
el otro es reducido hasta agua. Para poder realizar su función catalítica,
el P-450 necesita el concurso del enzima NADPH-citocromo P-450 re-
ductasa (56). Es una flavoproteína, también localizada en las membranas
del retículo endoplásmico, que se encarga de transferir los electrones ne-
cesarios para la reacción desde el NADPH hasta el centro catalítico del
P-450 (en el capítulo 1 se recogen los detalles del ciclo catalítico). A di-
ferencia del P-450, se trata de una única forma enzimática que es capaz
de colaborar con todos los P-450s.
Para la medida de la actividad del P-450 es imprescindible asegu-
rarse que la reductasa está presente y es activa. En principio los mi-
crosomas hepáticos y los hepatocitos contienen niveles adecuados de
esta actividad y no es necesario tomar precauciones en este sentido
(16,57). Los ensayos con líneas celulares manipuladas genéticamente
para la expresión de enzimas P-450s requieren mayor cautela. En estas
células, especialmente si se trata de sistemas de expresión heteróloga,
la concentración relativa del enzima NADPH-citocromo P-450 reducta-
sa y del P-450 puede diferir de la correspondiente al hígado o los he-
patocitos humanos. Estas diferencias pueden afectar notablemente a la
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actividad enzimática del P-450 y pueden conducir a interpretaciones
erróneas de los resultados (34,58). La medida directa de la reducción
del P-450 entraña dificultades importantes, por lo que habitualmente se
opta por un método alternativo que emplea citocromo c exógeno como
aceptor de electrones (59). Se trata de una técnica muy sencilla basada
en el máximo de absorbancia a 550 nm característico de la forma re-
ducida del citocromo c (Fe2+).
A la hora de realizar el ensayo de la actividad con fracciones sub-
celulares (p.e. microsomas), además del substrato adecuado es necesa-
rio aportar NADPH o un sistema regenerante del mismo que garantice
una concentración suficiente durante toda la reacción. Los sistemas de
regeneración de NADPH más comúnmente utilizados están basados en
las reacciones catalizadas por los enzimas glucosa 6-fosfato deshidro-
genasa o isocitrato deshidrogenasa (57,60). De forma habitual el subs-
trato se incuba con la proteína microsomal (0.5-1 mg/ml) en un baño a
37º C y en agitación durante 5-20 minutos (excepcionalmente hasta 1
hora). Tras parar la reacción (por precipitación de proteína o congela-
ción rápida en nitrógeno líquido), se procede a la cuantificación de los
metabolitos formados.
Cuando los ensayos de la actividad se realizan directamente con
células, éstas utilizan su propio NADPH, por lo que no se requiere el
aporte exógeno del cofactor. Las monocapas celulares se incuban con
medio de cultivo que contiene el substrato y como precaución previa
se debe comprobar que la concentración del substrato no resulta cito-
tóxica. En función de la información que se desee obtener se selec-
cionará el substrato más adecuado. En la actualidad se dispone de una
batería de ensayos selectivos para los principales P-450 de metabolis-
mo de fármacos. La sensibilidad de algunos de estos ensayos permiten
incluso la medida de actividad en células cultivadas en placas de 96
pocillos (61-64). El tiempo de incubación es muy variable y, depen-
diendo de la velocidad a la que se metaboliza el substrato, puede pro-
longarse desde 30 minutos hasta 24 horas, por lo que este sistema es
apto para substratos que se metabolizan muy lentamente. Al tratarse de
células enteras, todos los sistemas enzimáticos permanecen intactos y
se conservan niveles fisiológicos de los substratos y cofactores endó-
genos. Por tanto, los metabolitos formados como consecuencia de la
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oxidación por el P-450 pueden a su vez ser utilizados como substratos
por las enzimas de fase 2, formándose los correspondientes conjuga-
dos. Como paso previo al análisis, es necesario hidrolizar los posibles
conjugados formados. Un procedimiento habitual es la incubación de
las muestras con b-glucuronidasa y arilsulfatasa (2-4 horas, 37ºC, pH
4.5) (61).
4.4. Inhibidores
Son numerosos los ejemplos de xenobióticos considerados como in-
hibidores del P-450. Algunos de ellos son moléculas que tras unirse al
centro catalítico del enzima son oxidadas a muy baja velocidad, imposi-
bilitando la unión de otro substrato. Se trata de una inhibición competi-
tiva reversible. Otros compuestos son convertidos por el P-450 en meta-
bolitos reactivos que se unen irreversiblemente al propio enzima
bloqueando su actividad (substratos suicidas) (38,47,65,66).
La mayor parte de los inhibidores son poco específicos al ser capa-
ces de actuar sobre varios P-450s. Los inhibidores más útiles desde el
punto de vista experimental son los que se utilizan para inhibir un único
P-450 (Tabla 5). Al igual que ocurre con los substratos, es más conve-
niente hablar de selectividad y siempre en términos relativos. De hecho
algunos inhibidores que se consideran como específicos/selectivos para
un P-450 también pueden actuar sobre otros isoenzimas, aunque esto ocu-
rra a concentraciones muy elevadas (38). La clave es utilizar concentra-
ciones del compuesto que sólo inhiban el P-450 de interés. Estas pre-
cauciones no son necesarias en modelos experimentales que sólo expresan
un isoenzima activo.
Los inhibidores selectivos constituyen una herramienta muy útil para
la identificación de los P-450s implicados en el metabolismo de un fár-
maco. En un principio se aplicaron a ensayos realizados con microsomas,
pero su uso se ha extendido también a las células en cultivo (67,68). En
los modelos celulares el efecto del inhibidor sobre la actividad no de-
pende únicamente de su acción directa sobre el enzima, sino también de
factores derivados de la captación del compuesto por parte de las célu-
las, de su transporte intracelular y de su accesibilidad al compartimento
celular donde se encuentra localizado el enzima.
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4.5. Anticuerpos. Ensayos de proteína
Los anticuerpos policlonales o monoclonales que reconocen los P-
450s son de gran utilidad práctica para la identificación cuantitativa o se-
micuantitativa de cada isoenzima. Estos anticuerpos se generan fácilmente
mediante inmunización con la proteína purificada a partir de tejido he-
pático o de sistemas heterólogos de expresión del P-450, o a partir de
péptidos sintéticos (69,70). En la actualidad existe una amplia oferta co-
mercial de anticuerpos obtenidos frente a diferentes P-450s humanos y
de otras especies animales. Mediante la aplicación de técnicas adecuadas
(p. e. Western-blot) es posible identificar la presencia de diferentes P-450
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TABLA 5
Inhibidores selectivos de los enzimas P-450s
CYP Inhibidor15,38,65 Inhibición
1A2 Furafilina Irreversibleb
7,8-Benzoflavona Competitiva
Fluvoxamina Competitiva
2A6 Metoxalen Irreversible
Triptamina Competitiva
Tranilcipromina Competitiva
2C8 Quercetina Competitiva
2C9 Sulfafenazol Competitiva
Ácido tienílico Irreversible
2C19 Tranilciprominaa Competitiva
2D6 Quinidina Competitiva
2E1 Dietilditiocarbamato Irreversible
4-Metilpirazol Competitiva
Disulfiram Irreversible
3A4 Troleandromicina Complejo inactivoc
Eritromicina Complejo inactivo
Ketoconazol Competitiva
Getodene Irreversible
(a) También inhibe el CYP2A6.
(b) El compuesto es oxidado por el P450 para formar un intermediario reactivo que produce una
inactivación irreversible del enzima (substrato suicida).
(c) La activación metabólica por el P450 genera un metabolito que forma un complejo estable
e inactivo con el grupo hemo del propio P450. Esta inactivación funcional del enzima pue-
de ser reversible.
en las muestras biológicas, cuantificar sus niveles y observar posibles
cambios en el contenido de proteína en respuesta a determinados facto-
res o inductores (70). No obstante, las técnicas basadas en la identifica-
ción de proteínas no son lo suficientemente sensibles para poder ser apli-
cadas cuando la muestra disponible es escasa (p.e. hepatocitos en cultivo)
o cuando el contenido en P-450 es muy reducido (p.e. expresión consti-
tutiva de isoenzimas minoritarios). Por otro lado, los niveles de proteína
no siempre son indicativos de la capacidad metabólica. La síntesis de for-
mas no funcionales de la proteína por defectos en la incorporación del
grupo hemo o situaciones de inhibición enzimática son algunos ejemplos.
En última instancia, si lo que se pretende es conocer el metabolismo de
un determinado fármaco, los factores que influyen en el mismo y sus po-
sibles interacciones metabólicas, los estudios basados en la medida de la
actividad resultan imprescindibles, mientras que la información adicional
proporcionada por los ensayos de cuantificación de proteínas puede re-
sultar irrelevante.
Los anticuerpos con capacidad inhibitoria han sido muy utilizados
como herramientas de identificación de los P-450s implicados en el me-
tabolismo de un compuesto en particular (69,71-73). El uso combinado
de anticuerpos y microsomas hepáticos permite demostrar la participa-
ción relativa de varios P-450s en el metabolismo. No obstante, es difícil
disponer de anticuerpos apropiados para los ensayos de inhibición, ya que
no todos los anticuerpos que reconocen al enzima son capaces de blo-
quear su actividad metabólica. Esta escasa disponibilidad, junto con el
aumento de la oferta de modelos manipulados genéticamente para la ex-
presión individualizada de P-450s, ha reducido la aplicación de antisue-
ros para estos estudios.
4.6. Cuantificación basada en técnicas de biología molecular
La caracterización del sistema P-450 mediante el empleo de las he-
rramientas que se han comentado hasta el momento no es sencilla. No
siempre es posible disponer de substratos, inhibidores o anticuerpos lo
suficientemente específicos/selectivos para garantizar el estudio de un iso-
enzima del P-450 en concreto. Por otro lado, la cantidad de material bio-
lógico de origen humano disponible para los ensayos es, con frecuencia,
MARÍA TERESA DONATO MARTÍN Y JOSÉ ENRIQUE O’CONNOR BLASCO
332
insuficiente para realizar medidas de actividad enzimática o de niveles de
proteína. Estas limitaciones pueden superarse con facilidad con el uso de
las técnicas moleculares de amplificación. Estos procedimientos permi-
ten cuantificar con gran especificidad, sensibilidad y rapidez cantidades
reducidas de mRNA o DNA que difícilmente podrían ser detectados me-
diante otros métodos analíticos.
El análisis de DNA permite la identificación de polimorfismos gené-
ticos. Para ello se recurre al uso combinado de técnicas de amplificación
por PCR (reacción en cadena de la polimerasa) de un fragmento de DNA
genómico que contiene la secuencia polimórfica y el posterior análisis del
fragmento amplificado con enzimas de restricción (RFLP, polimorfismos
en la longitud de los fragmentos de restricción) o técnicas alternativas
(3,74,75). Los recientes avances tecnológicos en el desarrollo de chips de
DNA también se han sido aplicados con esta finalidad (75). Estos méto-
dos de genotipación pueden predecir con gran fiabilidad la existencia de
fenotipos metabólicos de interés clínico que pueden conducir a variacio-
nes en la respuesta farmacológica o la susceptibilidad a agentes tóxicos
o carcinogénicos (3).
Estas técnicas también se pueden aplicar al análisis de mRNA de los
diferentes P-450s. Tras la extracción del mRNA celular y la obtención
mediante transcripción reversa de los cDNAs, se amplifica de forma se-
lectiva el cDNA correspondiente al P-450 de interés. Las técnicas de RT-
PCR son rápidas, específicas y sensibles, permitiendo la detección de muy
pocas moléculas de mRNA (76,77). La RT-PCR es adecuada para estu-
dios donde la cantidad de material biológico (células, tejido) es escasa o
el mRNA que se desea medir presenta niveles muy bajos o una alta ho-
mología con otros mRNAs. Su principal inconveniente es que pequeñas
variaciones en las condiciones de reacción se magnifican considerable-
mente durante el proceso de amplificación, lo que dificulta la cuantifica-
ción de mRNAs específicos. No obstante, en los últimos años se han des-
arrollado técnicas de RT-PCR en las que con el uso estándares internos
y externos adecuados se puede cuantificar de forma simultánea, precisa,
fiable y reproducible el contenido de mRNA de los principales P-450s
hepáticos de metabolización de fármacos (78).
Los niveles de mRNA de un determinado P-450 no siempre se co-
rresponden con su capacidad funcional (79). Los mecanismos de con-
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trol traduccional, la vida media de la proteína y los polimorfismos ge-
néticos, entre otros factores, pueden alterar el paralelismo entre la can-
tidad de mRNA y la actividad enzimática. Por tanto, es necesario obrar
con prudencia a la hora de aplicar los ensayos de cuantificación de
mRNAs para una estimación rápida y sensible de la capacidad metabó-
lica. En principio, para aquellos P-450s cuya expresión se regula fun-
damentalmente a nivel pretraduccional (p.e. isoenzimas CYP3A4,
CYP1A1/2 o CYP2B6) los cambios en el contenido de mRNA pueden
identificarse como indicativos de variaciones en la expresión del enzi-
ma y su actividad (80).
4.7. Citometría de flujo y microscopía confocal
La citometría de flujo (CMF) es una reciente e importante herra-
mienta metodológica de análisis multiparamétrico celular. La CMF per-
mite, básicamente, la medida de la emisión de múltiples fluorescencias,
inducida por la iluminación adecuada de células individuales o partícu-
las subcelulares aisladas, cuando son impulsadas a gran velocidad por
un flujo de líquido portador frente a un sistema óptico de detección. La
CMF es el único sistema analítico por el que miles de células indivi-
duales pueden ser caracterizadas, estructuralmente y funcionalmente, en
pocos segundos. Como resultado, poblaciones celulares complejas pue-
den ser descritas en función de las características biométricas de sus in-
dividuos (81)
La microscopía confocal de barrido láser (MCBL) comparte con la
CMF el poder multiparamétrico del análisis de fluorescencia y la posibi-
lidad de restringir el estudio a células individuales. Por tratarse de una
metodología microscópica, en la que las células son examinadas en mo-
nocapa o en secciones de espesor fino, tanto el número total de células
analizadas como la velocidad de adquisición de datos en MCBL no son
comparables a las de la CMF, pero la MCBL supera a esta última técni-
ca en la información de carácter topológico, ya que su elevado poder de
resolución permite determinar, entre otros aspectos de relevancia citoló-
gica, la distribución de estructuras y funciones intracelulares, la recons-
trucción tridimensional de estructuras microscópicas y la colocalización
subcelular de parámetros biométricos (82).
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Además de sus especiales características técnicas, la CMF y la MCBL
se han beneficiado del desarrollo reciente de un gran número de molé-
culas fluorescentes, que se unen específicamente a componentes celula-
res, se acumulan selectivamente en compartimentos subcelulares o que
modifican sus propiedades de fluorescencia en función del microambiente
celular o de su propia transformación a través de reacciones enzimáticas
específicas. Por estas razones, ambas técnicas citológicas se están con-
virtiendo en metodologías de elección en estudios de relevancia bioquí-
mica y molecular (82,83).
La CMF se viene utilizando en diferentes aplicaciones relacionadas
directa o indirectamente con el estudio del P-450. Las primeras aplica-
ciones en este sentido se encuentran integradas en la cuantificación de la
actividad general o de distintas isoformas del P-450 en células indivi-
duales mediante el uso de sustratos fluorogénicos, como los descritos en
la Tabla 3. En este sentido, es pionero el trabajo de Miller (84), que apli-
có los primeros derivados etilados de la fluoresceína a caracterizar la ac-
tividad del P-450 en homogenados de hígado de ratón y en células de he-
patoma murino. Otros sustratos fluorogénicos se han incorporado a los
estudios por CMF, siendo importante el destacar que, por las caracterís-
ticas de la fuente de iluminación más común en CMF y en MCBL (el lá-
ser de ión argón, sintonizado a 488 nm), los sustratos de preferencia son
los que presentan absorción en la banda del azul (85). Los derivados de
la fluoresceína presentan emisión verde (84,86), mientras que los deriva-
dos de la resorufina presentan emisión en longitudes de onda cercanas al
rojo (87-91). Los sustratos fluorogénicos derivados de la cumarina son
excitables por la luz ultravioleta (91), lo que limita su aplicación, tanto
en CMF como en MCBL, por ser poco frecuentes los sistemas citomé-
tricos dotados de dicha fuente de iluminación, aunque esta estrategia ha
permitido, por ejemplo, detectar subpoblaciones de hepatocitos con dife-
rente actividad de P-450 (91).
La capacidad multiparamétrica de la CMF y de la MCBL puede per-
mitir, incluso, el análisis simultáneo de la actividad de isoformas del P-
450 utilizando mezclas de sustratos fluorogénicos que sean excitables por
la misma longitud de onda y generen emisiones de fluorescencia dife-
renciadas. Un ejemplo de esta aproximación, desarrollada en nuestro la-
boratorio, se muestra en la Figura 2. En ella se ilustra cómo la incuba-
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FIGURA 2. Medida por citometría de flujo de la actividad de citocromo P450 en cultivos
de células V79. Las células fueron incubadas en monocapa durante 3 horas con concen-
traciones adecuadas de los sustratos fluorogénicos dibencilfluoresceína más etoxiresorufi-
na o dibencilfluoresceína más benzoxiresorufina. Tras dispersión enzimática de la monoca-
pa, la suspensión celular fue analizada en un citómetro de flujo EPICS XL-MCL. (A) muestra
que las células poseen una elevada actividad biotransformadora sobre el sustrato dibencil-
fluoresceína (trazado gris), evidenciado por una elevada intensidad de fluorescencia verde
de la fluoresceína generada. (B) y (C) muestran que las células expresan una actividad bio-
transformadora intermedia y baja, respectivamente, sobre los sustratos etoxiresorufina (B)
y benzoxiresorufina (C), evidenciadas por la menos intensidad de fluorescencia roja de la
resorufina liberada a partir de cada sustrato. Los trazados transparentes superpuestos en
cada gráfica muestran la autofluorescencia verde (A) y roja (B, C) de las células no incu-
badas con sustratos. La intensidad de fluorescencia se expresa en unidades arbitrarias.
ción de células en monocapa con una mezcla de sustratos (“Cyp Mix”)
de excitación en el azul y emisión en el verde (dibencilfluoresceina, sus-
trato de CYP 2A8, CYP 2A9 y CYP 3A4) y en el rojo (benzoxiresorufi-
na, sustrato de CYP 3A4 y CYP 2B6), seguida de la dispersión de las cé-
lulas y su análisis por CMF en suspensión, permite evaluar de forma
rápida la presencia de actividades P-450 en cultivos celulares de interés.
Una estrategia citométrica relacionada es la que permite cuantificar
la cantidad de P-450 expresada por una población celular de interés (89)
o su presencia en la membrana plasmática (92), mediante el uso de anti-
cuerpos conjugados con fluorocromos, específicos para una isoforma del
P-450.
La velocidad de metabolización de sustratos fluorogénicos del P-450
puede ser también determinada mediante análisis cinético por CMF. La
capacidad analítica de los citómetros de flujo modernos permite el análi-
sis de miles de células por segundo, por lo que la capacidad de resolu-
ción temporal del análisis secuencial es cercana al milisegundo. De esta
forma, es posible preparar suspensiones de células de interés, determinar
su autofluorescencia basal (debida a la emisión de los pigmentos respi-
ratorios intracelulares) y añadir el sustrato de estudio, siguiendo las va-
riaciones temporales de fluorescencia que acompañan a la metabolización
de la molécula sustrato fluorogénica. Esta aproximación es similar al aná-
lisis cinético por espectroflurimetría en cubeta, pero proporciona la sus-
tancial ventaja de poder detectar subpoblaciones celulares con diferente
actividad P-450. Con respecto al análisis clásico por CMF, consistente en
medidas a punto final tras incubación más o menos prolongada de las cé-
lulas con los sustratos fluorogénicos, esta estrategia posee la ventaja de
su brevedad, que podría convertirla en una posible alternativa como mé-
todo de screening de alto rendimiento. La Figura 3 presenta un ejemplo
de la aproximación cinética al estudio por CMF de la actividad P-450,
aplicada en nuestro laboratorio a una línea celular que expresa CYP3A4,
utilizando como sustrato fluorogénico la etoxiresorufina.
Otra aproximación de relevancia en la aplicación de la CMF y la
MCBL al estudio funcional de P-450 en células intactas consiste en
analizar los efectos de moléculas relacionadas con el papel metabóli-
co del citocromo en situaciones experimentales controladas. Entre las
estrategias desarrolladas en este contexto, es frecuente el tratamiento
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de líneas celulares que expresan de forma natural o artificial isoformas
de P-450, con sutratos específicos generadores de metabolitos tóxicos.
La CMF se suele aplicar para detectar indicadores de lesión celular o
muerte, tanto por apoptosis como por necrosis (93,94). Una estrategia
complementaria consiste en determinar el papel protector de inhibido-
res de la actividad de isoformas de P-450 o la potenciación de los efec-
tos tóxicos de unas moléculas por otras (95). La capacidad multipara-
métrica de la CMF y su complementariedad con el análisis de imagen
cuantitativo que proporciona la MCBL supondrán, sin duda, una alter-
nativa metodológica para caracterizar las propiedades biológicas de lí-
neas celulares que expresan diferentes formas del P-450, los efectos
metabólicos de sustratos específicos y los fenómenos de interacción
entre inhibidores y sustratos (96).
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FIGURA 3. Medida cinética por citometría de flujo de la actividad de citocromo P450
en cultivos de células V79. (A) Tras dispersión enzimática de la monocapa, la sus-
pensión celular fue analizada en un citómetro de flujo EPICS XL-MCL para obtener
la línea basal de autofluorescencia. A continuación (flecha), se interrrumpe la ad-
quisición y se añade al tubo de muestra una concentración adecuada del sustrato
fluorogénico dibencilfluoresceína. Al continuar el análisis se observa un aumento rá-
pido de la fluorescencia, indicando la transformación del sustrato. (B) Muestra una
representación tridimensional del mismo experimento, en la que se aprecia la exis-
tencia de heterogeneidad en la cantidad de sustrato transformado en la población
celular. La intensidad de fluorescencia se expresa en unidades arbitrarias.
5. EVALUACIÓN DEL PAPEL DEL P-450
EN EL METABOLISMO DE FÁRMACOS
El desarrollo de un nuevo fármaco requiere una caracterización ex-
haustiva no sólo de su actividad farmacológica y sus posibles efectos tó-
xicos, sino también de su perfil metabólico en el hombre, de la veloci-
dad y grado de metabolización, de las rutas metabólicas implicadas en su
eliminación, de los enzimas responsables de las mismas, y de su posible
efecto inhibidor/inductor sobre los P-450s. Hoy en día, la aplicación de
ensayos cinéticos y metabólicos basados en modelos hepáticos de origen
humano durante las primeras fases del desarrollo del fármaco conduce a
una selección más rápida, segura y racional de las diferentes moléculas
candidatas. El uso creciente por parte de la industria farmacéutica de es-
tos sistemas in vitro ha acelerado considerablemente el proceso de iden-
tificación y descarte de los candidatos menos apropiados y, por tanto, po-
sibilita la evaluación de un número mayor de moléculas. La estabilidad
metabólica del fármaco, su perfil metabólico, los enzimas implicados, es-
pecialmente si se trata de formas polimórficas, y las posibles interaccio-
nes metabólicas son las principales áreas de interés (Figura 4).
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FIGURA 4. Principales aplicaciones de los modelos hepáticos in vitro durante
el desarrollo de nuevos fármacos.
5.1. Estabilidad metabólica
La estabilidad metabólica del compuesto es uno de los criterios de
selección preliminar de nuevos fármacos. Una molécula con un metabo-
lismo excesivamente rápido resulta poco aconsejable y es descartada en
los primeros estudios. Si este tipo de ensayos se realiza con modelos ani-
males existe la posibilidad de que moléculas que en un principio se con-
sideran con una estabilidad adecuada, deban ser descartadas en una eta-
pa posterior al comprobarse su rápida metabolización por los enzimas
humanos. Los ensayos de estabilidad con modelos in vitro de origen hu-
mano realizados en las etapas preliminares del proceso facilitan la tarea,
aceleran el proceso, reducen la probabilidad de resultados erróneos y, en
definitiva, suponen un considerable ahorro. La estabilidad metabólica se
pueden estudiar fácilmente mediante la incubación del compuesto con mi-
crosomas hepáticos o hepatocitos y la posterior cuantificación de su ve-
locidad de desaparición del medio de incubación (13,22,97).
5.2. Perfil metabólico
Los enzimas hepáticos de biotransformación, tanto de oxidación como
de conjugación, convierten el fármaco en metabolitos más hidrosolubles,
y por tanto más fácilmente eliminables. Las reacciones de metabolización
no sólo producen cambios en la solubilidad del substrato, sino que al mis-
mo tiempo modifican su actividad biológica. Con frecuencia la transfor-
mación del fármaco conduce a la pérdida o reducción de su acción far-
macológica y de sus efectos tóxicos. No obstante, pueden producir
procesos de activación con formación de metabolitos más potentes que la
molécula original o con una actividad farmacológica totalmente diferen-
te o con generación de metabolitos reactivos potencialmente tóxicos. Es-
tas eventualidades deben estar previstas, por lo que durante el desarrollo
del fármaco debe explorarse su perfil metabólico. El objetivo es identifi-
car la naturaleza de todas las moléculas formadas, mayoritarias o no, para
poder evaluar los posibles fenómenos de neutralización o activación far-
macológica y/o toxicológica derivados del metabolismo.
Para estos ensayos se requiere el uso de modelos que contengan todos
los P-450s hepáticos que participan en el metabolismo de fármacos. Los
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sistemas biológicos que expresan sólo un enzima o un número reducido de
los mismos ofrecen una información parcial que puede conducir a inter-
pretaciones erróneas. A modo de ejemplo, en estos sistemas podría no de-
tectarse la formación de metabolitos secundarios (los que se originan a par-
tir de otros metabolitos formados por un P-450 diferente). El perfil
metabólico del fármaco se obtiene, por tanto, tras la incubación del fárma-
co con microsomas hepáticos o hepatocitos y su posteriormente análisis
cromatográfico (p.e. HPLC/MS) (98,99). La mayor parte de las moléculas
en desarrollo tienen un marcado carácter lipofílico por lo que para su so-
lubilización se recurre con frecuencia al empleo de solventes orgánicos mis-
cibles con agua. A la hora de elegir el solvente más adecuado se debe te-
ner en cuenta que pueden producir un efecto inhibidor de algunas
actividades del P-450 (en general se recomienda utilizar concentraciones
del solvente < 1%) (100). El uso de células en cultivo, si bien puede apor-
tar cierta dificultad al ensayo y a la interpretación de los resultados, pro-
porciona una información más cercana a lo que ocurre in vivo (13). Di-
versos estudios refuerzan la idea de que los hepatocitos proporcionan un
perfil metabólico más completo y reproducen mejor que los microsomas el
metabolismo de fármacos que tiene lugar en el hígado (101-103).
5.3. Identificación de los P-450s responsables del metabolismo
El hígado humano contiene cerca de 20 enzimas P-450s relacionados la
biotransformación de xenobióticos, pero no todos ellos participan con igual
intensidad en el metabolismo de fármacos. En la figura 5 se compara la
abundancia relativa en el hígado humano de los principales P-450s y su pa-
pel en el metabolismo de fármacos. El CYP3A4 es el isoenzima hepático
más abundante y, al mismo tiempo, es el que tiene una mayor participación
metabólica. En la actualidad se sabe que el CYP3A4 interviene en la oxi-
dación de un elevado número de agentes terapéuticos. En la tabla 6 se re-
cogen algunos de los ejemplos más significativos. El CYP2D6 también jue-
ga un papel importante, incluso más destacado que el de otros enzimas más
abundantes en hígado (p. e. CYP2C9, CYP2E1 o CYP1A2).
Una vez conocido el perfil metabólico del fármaco, el siguiente paso
es la identificación de los enzimas que intervienen en cada uno de los
procesos que conducen a la formación de los metabolitos. Esta caracteri-
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zación resulta fundamental por tres razones básicas: 1) es el punto de par-
tida para la identificación de posibles interacciones metabólicas entre el
fármaco y otras moléculas; 2) ayuda a explicar y prevenir la posible va-
riabilidad en la farmacocinética, farmacodinamia y el potencial tóxico del
fármaco observada en sujetos con diferente fenotipo metabólico (patrón
enzimático diferente por influencia de la edad, sexo, estados patológicos,
consumo de alcohol, inducción, etc.); y 3) es de especial importancia iden-
tificar el papel de isoenzimas polimórficos en el metabolismo del fárma-
co para prevenir la aparición de efectos inesperados del fármaco y, si fue-
ra necesario, establecer una pauta individualizada de administración.
La incubación del fármaco con microsomas completamente caracteri-
zados fue el primer protocolo utilizado con este objetivo. La caracterización
de los microsomas consiste en la cuantificación de todas las formas de P-
450 presentes. De forma habitual se hace en términos de actividad catalíti-
ca, con la ayuda de substratos selectivos o, alternativamente, en términos de
contenido en proteína, mediante técnicas de inmunocuantificación (p.e. Wes-
tern blot). La posibilidad de disponer de un banco de microsomas con di-
ferente patrón de enzimas P-450s permite establecer correlaciones entre la
velocidad de metabolización del fármaco estudiado y la actividad (o conte-
nido de proteína) individual de cada P-450. El análisis por regresión lineal
de los resultados obtenidos (formación del metabolito del fármaco vs. acti-
vidad específica del isoenzima) indica el grado de participación de ese P-
450 en la formación del metabolito (99,105,106). Conocidos los solapa-
mientos en la especificidad de substrato existentes entre diferentes P-450s y
ante la posibilidad de que varios P-450s intervengan en el metabolismo, de-
berían evitarse concentraciones saturantes del substrato (105). La confirma-
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FIGURA 5. Los enzimas P450 hepáticos implicados en el metabolismo de fármacos.
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TABLA 6
Fármacos y substratos endógenos oxidados por el isoenzima
CYP3A458,104
1. Fármacos
1.1 Analgésicos-anestésicos 1.7 Antifúngicos 1.14 Psicotrópicos
Alfentanilna Ketokonazol Alprazolam
Etilmorfina Itraconazol Benzfetamina
Fentanil Miconazol Clozapina
Lidocaina 1.8 Antihipertensivos Diazepam
1.2 Antiarrítmicos Amlodipina Midazolam
Amiodarona Diltiazem Zoldipén
Digoxina Felodipina Triazolam
Propafenona Losartan 1.15 Quimioterápicos
Quinidina Nircadipina Busulfan
Verapamil Nifedipina Ciclofosfamida
1.3 Antibióticos 1.9 Antihistamínicos Doxorubicina
Azitromicina Astemizol Etoposido
Claritromicina Ebastina Isofosfamida
Clindamicina Loratidina Paclitaxel
Dapsona Mizolastina Tamoxifen
Eritromicina Terfenadina Tenipoxide
Rifampicina 1.10 Antiulcerosos Vinblastina
1.4 Anticonvulsivantes Lansoprazol Vincristina
Carbamazepina Omeprazol 1.16 Otros
Clonazepam 1.11 Anti-VIH Alpidem
Etoxisumida Indinavir Dextrometorfano
Zonisamida Ritonavir Etinilestradiol
1.5 Antidepresivos Saquinavir Haloperidol
Amitriptilina 1.12 Inmunosupresores Metadona
Imipramina Ciclosporina Ondansetrón
Nefozodona Rapamicina Salmeterol
Sertralina Tacrolimus Simvastatin
1.6 Antiinflamatorios 1.13 Opiácenos Teofilina
Acetaminofeno Codeína Terguride
Meloxicam Morfina Warfarina
2. Substratos endógenos
Androstenediona Dehidroepiandrosterona Progesterona
Cortisol Estradiol Testosterona
ción del papel de un enzima en particular se obtiene con la ayuda de inhi-
bidores químicos selectivos y/o de anticuerpos inhibidores (71,73,98,107).
En estos ensayos el metabolismo del substrato de interés se cuantifica en
presencia de diferentes concentraciones del agente inhibidor. La inhibición
completa de la formación del metabolito es indicativa de la participación del
P-450 para el cual es selectivo el inhibidor.
En los últimos años, la identificación se ha simplificado notablemente con
el desarrollo de células manipuladas genéticamente para la expresión de una
única forma de P-450. La incubación del fármaco con microsomas obtenidos
a partir de estos modelos celulares permite identificar de forma sencilla e in-
equívoca los P-450s responsables de la formación de cada metabolito (15,108).
Alternativamente el estudio se puede realizar por incubación directa del subs-
trato con las células en cultivo (109). El ensayo por separado con cada línea
celular permite establecer si el fármaco es substrato de un isoenzima en par-
ticular y qué metabolito(s) es formado por cada P-450. A diferencia de los ex-
perimentos realizados con fracciones subcelulares, la incubación con las cé-
lulas en monocapa se puede prolongar durante varias horas. Estos modelos
son particularmente útiles para el estudio de compuestos que se metabolizan
muy lentamente y/o para identificar la participación de formas minoritarias del
P-450. La presencia de una única actividad P-450 es al mismo tiempo la prin-
cipal ventaja y la más seria limitación de estos modelos. El hecho de que sólo
se exprese un P-450 no permite estimar el grado de participación del enzima
en la reacción canalizada ni la contribución real de dicha reacción dentro del
metabolismo global del fármaco. Estos sistemas con frecuencia presentan una
sobreexpresión del enzima en comparación con el hígado humano, lo que im-
pide calibrar la relevancia que pueda tener el metabolito formado por ese P-
450 en el conjunto del metabolismo hepático del fármaco.
Conocidas las limitaciones de cada modelo, resulta ventajoso un uso
combinado de los mismos que permita aprovechar las virtudes de cada
uno ellos (103,110,111). Una aproximación de este tipo se puede abordar
por comparación de la cinética de metabolización del compuesto y de la
actividad individual de cada P-450 (utilizando substratos adecuados) en
hepatocitos y en líneas celulares que expresan un único P-450 (109). Ten-
diendo en cuenta además la abundancia relativa de cada P-450 en el hí-
gado humano se puede hacer una estimación de la participación de los
distintos P-450s en el metabolismo in vivo del compuesto.
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5.4. Interacciones metabólicas
Durante la administración simultánea de dos o más fármacos se pue-
den originar interacciones metabólicas que alteren la farmacocinética de
al menos uno de los fármacos, con las correspondientes implicaciones
farmacológicas y/o toxicológicas. Una interacción de este tipo ocurre
cuando la presencia de uno de los fármacos interfiere con el metabolis-
mo de otro acelerándolo o disminuyéndolo (101).
5.4.1. Inhibición
Una posible causa de interferencia es que ambos fármacos sean subs-
tratos del mismo P-450 y se produzca una competencia por su unión al en-
zima. Alternativamente, uno de los compuestos puede bloquear o inactivar
irreversiblemente la actividad del P-450 que metaboliza al otro fármaco.
En definitiva en ambos casos se produce una elevación de los niveles cir-
culantes de éste último que, en el caso de fármacos con un índice terapéu-
tico estrecho, conduce a situaciones de sobredosis con respuesta exagera-
da y/o toxicidad (Lin and Lu 1998). Se estima que alrededor del 75% de
los fármacos son metabolizados por el CYP3A4 y/o el CYP2D6, por tan-
to, es fácil imaginar que la mayor parte de las interacciones metabólicas se
deben a interferencias a nivel de estos enzimas (Tabla 7) (7,58,112).
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TABLA 7
Inhibidores e inductores de los enzimas CYP2D6 y CYP3A4 con mayor
relevancia clínica
CYP Inhibidores Inductores
2D6 Antiarrítmicos: quinidina, amiodarona
Antidepresivos: fluoxetina, paroxetina, sertralina 
3A4 Azoles antifúngicos: ketokonazol, itraconazol, Antituberculosos: rifampicina,
miconazol, fluconazol rifampin, rifabutin
Antibióticos macrólidos: eritromicina, claritromicina, Anticonvulsivantes: fenobarbital,
troleandromicina carbamapecina, fenitoina
Inhibidores de la proteasa del VIH: ritonavir, Glucocorticoides: dexametasona
indinavir, amprenavir
Antidepresivos: fluoxetina, fluvoxamina, nefazodona Hierba de S. Juan
Antiarrítmicos: amiodarona
Zumo de pomelo
En el estudio de las interacciones metabólicas motivadas por efectos
de inhibición son dos las cuestiones básicas a responder: 1) si el nuevo
fármaco interfiere sobre la actividad de los P-450s y, por tanto, sobre el
metabolismo de otros compuestos, o 2) si, por el contrario, es su meta-
bolismo el que se ve afectado por la presencia de otros fármacos. Aun-
que relacionados son aspectos diferentes del problema y requieren su tra-
tamiento por separado.
La capacidad de inhibir los P-450s se considera como un efecto no
deseado de los fármacos y es una de las causas de que una molécula can-
didata sea rechazada. Por razones económicas, es fundamental que los
posibles descartes se realicen lo antes posible, por lo que la información
sobre el potencial inhibidor del compuesto debe obtenerse durante las fa-
ses preliminares del desarrollo del fármaco. Hoy en día estos ensayos se
realizan en modelos in vitro en los que sólo se expresa un P-450 (frac-
ciones subcelulares o células en cultivo) mediante la incubación simultá-
nea de diferentes concentraciones de la molécula en desarrollo y de un
substrato específico para el enzima P-450 a estudiar (Tablas 2 y 3). Con
estos estudios es fácil identificar la posible inhibición funcional de los di-
ferentes P-450s y, en su caso, establecer comparaciones con los efectos
producidos por fármacos relacionados y obtener información sobre la
IC50 (concentración que inhibe la actividad en un 50%), los parámetros
cinéticos de inhibición e incluso el tipo de inhibición (64,113,114). Ade-
más, el uso de modelos celulares permite reconocer interferencias en los
mecanismos de transporte. No obstante, en estos sistemas que sólo ex-
presan un P-450 no es posible detectar las interferencias producidas por
el fármaco cuando la acción inhibitoria es debida a un metabolito gene-
rado por un enzima diferente. Ante este tipo de eventualidades el uso de
modelos con una competencia metabólica más completa (microsomas, he-
patocitos) resultaría más apropiado.
La segunda cuestión planteada es la identificación de posibles altera-
ciones en el metabolismo del fármaco en desarrollo producidas por otros
compuestos. El desconocimiento de estas interacciones conduce a la apa-
rición de efectos exagerados del fármaco cuando se administra de forma
simultánea a agentes inhibidores del P-450. El objetivo es conocer de an-
temano estas interacciones farmacocinéticas y evitar riesgos innecesarios
con el establecimiento de las correspondientes incompatibilidades entre
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fármacos. El protocolo a seguir es similar al supuesto anterior y consis-
te en analizar el metabolismo del fármaco en presencia de concentracio-
nes variables de los otros compuestos con capacidad de inhibición cono-
cida. El conocimiento previo de los P-450s que intervienen en el
metabolismo del nuevo fármaco constituye una gran ayuda. De nuevo,
aunque el uso de células en lugar de microsomas puede complicar el en-
sayo, proporciona una información más completa y aproximada a la que
tiene lugar in vivo (67,68,115).
5.4.2. Inducción
Otro importante mecanismo de interacciones medicamentosas es la in-
ducción de algunos P-450s por determinados fármacos. La mayor parte de
los P-450s implicados en la biotransformación de compuestos exógenos son
influenciados en mayor o menor medida por la presencia de xenobióticos
(38,116). La administración repetida de un fármaco puede acelerar su pro-
pio metabolismo (autoinducción) o el de otros agentes terapéuticos. En prin-
cipio la inducción actúa como un mecanismo de protección al favorecer
una eliminación más rápida de los xenobióticos y reducir el tiempo de trán-
sito por el organismo y sus posibles efectos tóxicos. No obstante, una me-
tabolización más activa no necesariamente se correlaciona con una dismi-
nución de la toxicidad. La inducción, por tanto, puede tener consecuencias
negativas al favorecer la aparición de metabolitos tóxicos. Además, la in-
ducción puede afectar a la actividad farmacológica del compuesto con con-
secuencias variables. En aquellos casos en los que la forma activa sea el
compuesto original se producirá una disminución de la eficacia terapéuti-
ca. Por el contrario, si la molécula activa es un metabolito, la inducción
provocará una mayor respuesta farmacológica. En ambos casos, un cono-
cimiento previo del riesgo de aparición de tales efectos sería lo recomen-
dable. Nuevamente son los fármacos metabolizados por el CYP3A4 los que
con mayor frecuencia presentan incompatibilidades metabólicas relaciona-
das con la inducción (Tabla 7) (7,58,112).
La evaluación del potencial inductor de un compuesto no puede reali-
zarse en microsomas u otros modelos subcelulares, sino que se requiere un
sistema celular capaz de reproducir in vitro la transcripción y traducción de
los genes de los P-450s propia del hígado. Sin lugar a dudas, el cultivo pri-
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mario de hepatocitos es el modelo más adecuado (20,117-120). Desde el
punto de vista de las interacciones metabólicas, la inducción del P-450 pue-
de ser definida como el aumento en la biosíntesis del enzima catalíticamente
activo en respuesta a agentes químicos. El efecto inductor puede recono-
cerse fácilmente in vitro como un incremento de la actividad en respuesta
al estímulo, como consecuencia del aumento de la cantidad del enzima pre-
sente en las células (17,117,118). Tras el tratamiento de los hepatocitos con
el compuesto durante 24-72 horas, se cuantifica la actividad del P-450 con
substratos específicos y los resultados se comparan con la actividad de las
células no expuestas al inductor. En general los hepatocitos en cultivo res-
ponden muy bien a los inductores del CYP1A2 y del CYP3A4 y, en menor
medida, a los del CYP2A6, CYP2B6 y CYP2E1 (19,117,119,121).
Alternativamente, el efecto inductor puede evaluarse aplicando téc-
nicas cuantitativas de RT-PCR (77,78). La mayor sensibilidad de estas
técnicas permite una disminución considerable en el número de hepato-
citos necesarios para cada ensayo. Este aspecto es de gran importancia,
ya que precisamente la principal limitación de los estudios con hepatoci-
tos humanos es su escasa disponibilidad. Además, ofrecen la posibilidad
de realizar ensayos de inducción en células (p.e. hepatomas) con un me-
nor nivel de expresión de P-450 que los hepatocitos (122). Finalmente,
mediante estas técnicas de RT-PCR se han observado cambios en los ni-
veles de mRNA de algunos P-450s (p.e. CYP2C9) que hasta el momen-
to se habían considerado como no inducibles (123,124).
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